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Dietary proteins are known to induce the secretion of both insulin and glucagon, which 
have counterregulatory functions in glucose metabolism. The balance between the 
insulin and glucagon response is important for the regulation of postprandial substrate 
oxidation and also plays a role in cholesterol metabolism. Recently, energy-restricted as 
well as high-protein diets as such are found to improve insulin sensitivity, lipid profiles 
and body weight management. Whether these beneficial effects of high-protein diets 
can be (partly) attributed to the insulin- and/or glucagon-stimulating effect of dietary 
proteins is unknown.  
In the present thesis four human intervention studies are described. Of these studies 
three were conducted to investigate whether the insulin and glucagon responses and 
insulin:glucagon ratio can be influenced by protein source, protein load and/or 
hydrolysis of the protein and to find out if the insulin:glucagon ratio affects energy 
expenditure and substrate oxidation. 
These studies revealed that a high amino acid-induced glucagon response does not 
necessarily go together with a low insulin response. This suggests that, unlike the 
counterregulatory actions of insulin and glucagon in glucose metabolism, amino acid-
induced glucagon secretion is not suppressed substantially by amino acid-induced 
insulin secretion. In this regard, glucagon responses were more affected by protein 
source and protein load than insulin responses. Therefore, when trying to manipulate the 
insulin:glucagon ratio by changing the protein load, lower protein loads would be more 
appropriate to induce a higher insulin:glucagon ratio, while by increasing the protein 
load mainly glucagon responses will be affected resulting in a lower insulin:glucagon 
ratio. Regarding the effect of proteins on energy expenditure, we found that insulin, 
rather than glucagon was associated with changes in energy expenditure. Thus, the 
thermogenic effect of dietary protein seems to be related more to insulin than to 
glucagon responses. The effect of protein hydrolysation on postprandial insulin and 
glucagon responses was rather small when compared two fast digestible proteins and 
their hydrolysates (whey and soy protein). This selection could have influenced the 
outcome compared to slow digestible proteins such as casein. When looking at the 
effect of soy protein hydrolysate consumption with a carbohydrate pre- or afterload, we 
found that when carbohydrate consumption was preceded by soy protein hydrolysate 
consumption, the already elevated plasma insulin levels, induced by soy protein 
hydrolysate, prevented the increase in plasma glucose normally induced by 
carbohydrate consumption. This observation could have a positive health impact on the 
use of high glycemic products or meals. 
The fourth study investigated whether the effect of high-protein diets on body weight 
management is related to protein-induced insulin or glucagon secretion and if the effect 
of high-protein diets on risk factors for cardiovascular disease is associated with 
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changes in insulin or glucagon secretion. In this study we compared the effects of a 12-
week maltodextrin-enriched high-carbohydrate ad libitum diet with those of a high-
protein ad libitum diet, enriched with either casein or whey, on body weight, energy 
intake, blood pressure and parameters of glucose and lipid metabolism in healthy 
overweight and obese subjects after a period of weight loss induced by an energy-
restricted diet. In addition, a subgroup of subjects from each dietary intervention group 
was also challenged with a high-protein breakfast at the start and at the end of the 
intervention period to study postprandial responses. This study showed that a substantial 
increase in dietary protein contributed to better weight management in terms of 
preventing weight regain after weight loss and in particular by preserving fat free mass. 
Although in the high-protein casein but not in the high-protein whey group the change 
in body weight was significantly different from the high-carbohydrate diet group, 
subjects in the high-protein whey group had lost significantly more body fat mass than 
subjects in the high-carbohydrate diet group, while no significant change in body fat 
mass was found when comparing the high-protein casein and high-carbohydrate diet 
group. Long-term consumption of high-protein diets did not influence fasting insulin or 
glucagon levels during weight maintenance, which both remained significantly lower 
than before weight loss. In the high-protein group postprandial insulin responses at the 
end of the intervention were reduced compared to the start, but postprandial glucose 
responses were not significantly affected. This is suggestive for improved insulin 
sensitivity on the high-protein diet. Postprandial glucagon responses were not affected 
by the intervention in the high-protein diet group. In the high-carbohydrate diet group 
fasting insulin tended to be higher and fasting glucagon was significantly higher after 
weight maintenance. When challenged with a high-protein meal, peak concentrations 
for insulin tended to be higher and peak concentrations for glucose were higher at the 
end compared to the beginning of the high-carbohydrate diet intervention. This is 
suggestive of a decrease in insulin sensitivity on the high-carbohydrate diet. 
Although the high-protein diets, and mainly the casein-supplemented diet, had 
beneficial effects on HDL cholesterol and the LDL:HDL ratio, this effect was not 
associated with differences in plasma insulin or glucagon concentrations. With respect 
to blood lipids the high-carbohydrate diet induced significantly higher increase in 
fasting triglyceride concentrations than the high-protein diet, although the postprandial 
triglyceride response was not affected by any of the diets. Postprandial free fatty acid 
levels were significantly less suppressed by a high-protein meal at the end of the 
intervention period in the high-carbohydrate compared to the high-protein group. This 
difference supports the beneficial effect of the high-protein diet on insulin sensitivity 
and the less positive effect of the high-carbohydrate diet in this respect. Blood pressure 
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tended to be lower on the high-protein diet than on the high-carbohydrate diet, but 
changes did not reach statistical significance.  
The general conclusions of the present thesis are that the insulin:glucagon ratio can be 
manipulated, mainly, by influencing glucagon secretion. Furthermore, we did not find 
evidence for an important role of protein-induced glucagon secretion in the beneficial 
effects of high-protein diets on body weight management and obesity-related risk 
factors.  
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Het is bekend dat consumptie van voedingseiwitten leidt tot de verhoging van zowel 
insuline als glucagon in het bloed, twee hormonen met tegengestelde functies wat 
betreft glucosehuishouding. Het evenwicht tussen deze hormonen is van belang bij de 
regulatie van het gebruik van macronutriënten en het cholesterolmetabolisme. Het is 
aangetoond dat energiebeperkte hoog-eiwit diëten, alsook gewone hoog-eiwitdiëten, een 
positief effect hebben op de insulinegevoeligheid, samenstelling van bloedlipiden en 
gewichtscontrole. Of deze positieve effecten van hoog-eiwitdiëten toegeschreven 
kunnen worden aan het insuline- en/of glucagonstimulerende effect van 
voedingseiwitten is niet bekend.  
In dit proefschrift worden vier humane interventiestudies beschreven. Drie van deze 
studies werden uitgevoerd om te achterhalen of de insuline en glucagonveranderingen in 
het plasma en de verhouding tussen beide hormonen beïnvloed kunnen worden door de 
eiwitbron, de hoeveelheid eiwitten en/of de mate van hydrolyse van eiwitten. Tevens 
werd bestudeerd of de verhouding tussen insuline en glucagon het energiegebruik en de 
keuze van macronutriënten als energiesubstraat kan beïnvloeden.  
Uit deze studies bleek dat eiwitten die leiden tot relatief hoge glucagonconcentraties 
niet noodzakelijk gepaard gaan met relatief lage insulineconcentraties. Dit suggereert 
dat ondanks de tegengestelde functies van insuline en glucagon wat betreft de 
glucosehuishouding, de glucagonniveaus in het plasma na eiwitconsumptie niet 
substantiëel onderdrukt worden door de insulineuitscheiding na eiwitconsumptie. 
Tevens konden we aantonen dat de glucagonconcentratie meer beïnvloed wordt door de 
eiwitbron en hoeveelheid eiwitconsumptie dan door de verandering in insulineniveau. 
Hieruit volgt dat wanneer men de verhouding tussen beide hormonen wil beïnvloeden 
via manipulatie van de hoeveelheid eiwitten, een lagere eiwitinname zou leiden tot een 
hogere insuline:glucagon verhouding terwijl een grotere eiwitinname zou leiden tot een 
lagere verhouding tussen insuline en glucagon. Wat betreft het effect van 
voedingseiwitten op energiegebruik, wezen onze studies uit dat insuline meer 
samenhangt met energiegebruik dan glucagon. Dit lijkt erop te wijzen dat het 
stimulerende effect van voedingseiwitten op energiegebruik meer samenhangt met 
insuline- dan met glucagonveranderingen in het bloed. Bij het bestuderen van het effect 
van mate van hydrolyse op insuline- en glucagonproductie, konden we slechts kleine 
verschillen aantonen. Voor deze studie werden twee snel resorbeerbare eiwitten (wei- 
en soja-eiwit) gebruikt. Mogelijk zouden de verschillen in insuline- en 
glucagonconcentraties na consumptie van intacte en gedeeltelijk gehydrolyseerde 
eiwitten groter geweest zijn, indien we een traag-verteerbaar eiwit in de studie hadden 
meegenomen. Wanneer de consumptie van gehydrolyseerd soja-eiwit gevolgd werd 
door koolhydraatinname, zorgde de reeds verhoogde insulineconcentraties, gestimuleerd 
door eiwitconsumptie, ervoor dat de stijging in bloedglucoseconcentratie die normaal 
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waargenomen wordt na koolhydraatconsumptie, uitbleef. Deze waarneming zou 
toegepast kunnen worden in die situaties waarbij koolhydraatrijke voedingsproducten, 
die resulteren in hoge glucosespiegels, zoals frisdranken, worden genuttigd om 
zodoende deze negatieve effecten tegen te gaan. 
De vierde studie onderzocht of het positieve effect van hoog-eiwitdiëten op 
gewichtsbehoud gerelateerd is aan de insuline- en glucagonstimulerende werking van 
eiwitten en of het positieve effect van hoog-eiwitdiëten op risicofactoren voor hart- en 
vaatziekten in verband staat met veranderingen in insuline- en glucagonproductie. In 
deze studie werd het effect van een hoog-koolhydraatdieet via een verrijking met 
maltodextrine vergeleken met het effect van hoog-eiwitdiëten verrijkt via caseïne- of 
weisupplementen op gewichtsregulatie, bloeddruk en parameters voor glucose en 
vethuishouding. Hiervoor werden proefpersonen met overgewicht bestudeerd die, na 
een gewichtsverlies van ca 5% lichaamsgewicht, gedurende 12 weken naast hun 
voeding extra koolhydraat- of eiwitsupplementen dienden te eten. Tevens werd in een 
subgroep, naar evenredigheid geselecteerd uit de interventiegroepen, het acute effect 
van een hoog-eiwitmaaltijd op postprandiale responsen getest. Uit deze studie bleek dat 
het verrijken van de voeding met een aanzienlijke hoeveelheid eiwitten (in totaal ± 35 
En%) bijdraagt tot een betere controle van het lichaamsgewicht door gewichtstoename 
na gewichtsverlies te voorkomen en dit met name door het verlies van extra vetmassa en 
behoud van vetvrije massa. Hoewel de verandering in lichaamsgewicht in de caseïne-
verrijkte maar niet in de wei-verrijkte hoog-eiwitgroep significant verschilde met de 
hoog-koolhydraatgroep, hadden de proefpersonen in de wei-verrijkte hoog-eiwitgroep 
in vergelijking met proefpersonen in de hoog-koolhydraatgroep significant meer 
lichaamsvet verloren dan proefpersonen in de caseïne-verrijkte hoog-eiwitgroep. 
Tijdens de gewichtsbehoudperiode had consumpie van een hoog-eiwitdieet geen effect 
op nuchtere insuline- en glucagonconcentraties in het bloed, hoewel de concentraties op 
het einde van de interventie nog steeds beduidend lager waren dan voor de 
gewichtsreductieperiode. In de hoog-eiwit groep was de insulinerespons na een acute 
hoog-eiwitmaaltijd op het einde van de interventie lager dan aan het begin van de 
interventie, terwijl de glucoserespons, die gelijktijdig gemeten werd, onveranderd was. 
Mogelijkerwijs duidt dit op een verbeterde insulinegevoeligheid na de hoog-eiwit 
interventieperiode. Ook de glucagonresponsen waren gelijkaardig bij het begin en op 
het einde van de hoog-eiwit interventieperiode. In de hoog-koolhydraat groep, echter, 
was er een tendens voor hogere nuchtere insulineconcentraties en waren de gevaste 
glucagonconcentraties beduidend hoger op het eind in vergelijking met het begin van de 
interventie. Ook na de acute hoog-eiwitmaaltijd was er een tendens voor hogere 
piekconcentraties voor insuline en waren de piekconcentraties voor glucose significant 
hoger wanneer deze getest werden op het einde van de interventieperiode en vergeleken 
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met de responsen van het begin van de hoog-koolhydraatinterventie. Dit duidt op een 
mogelijk verlaagde insulinegevoeligheid na het hoog-koolhydraatdieet.  
Hoewel beide hoog-eiwitdiëten, en met name het caseïne-verrijkte hoog-eiwitdieet, het 
goede cholesterol (HDL cholesterol) en de verhouding tussen goede en slechte 
cholesterol (LDL:HDL verhouding) positief beïnvloedde, was dit effect niet gerelateerd 
aan veranderingen in insuline- of glucagonconcentraties. Wat betreft bloedlipiden, 
leidde het hoog-koolhydraatdieet tot hogere nuchtere triglyceride waarden in 
vergelijking met het hoog-eiwitdieet, hoewel de triglyceriderespons na de acute hoog-
eiwitmaaltijd door geen van de diëten beïnvloed werd. De vrije vetzuurrespons na de 
acute hoog-eiwit maaltijd werd na de interventie beduidend minder onderdrukt in de 
hoog-koolhydraat- dan de hoog-eiwitgroep. Ook dit doet vermoeden dat het hoog-
eiwitdieet een positief effect heeft op insulinegevoeligheid hetgeen niet gevonden werd 
voor het hoog-koolhydraatdieet. Tot slot leek de bloeddruk op het einde van de 
interventie lager te zijn in de hoog-eiwit- dan in de hoog-koolhydraatgroep, hoewel deze 
verschillen niet statistisch significant waren. 
Op basis van de resultaten van dit proefschrift kan geconcludeerd worden dat ten 
gevolge van inname van eiwit de verhouding tussen insuline- en glucagonconcentraties 
in het plasma kan worden veranderd, met name door veranderingen in de 
glucagonspiegels. Echter, we konden niet aantonen dat de eiwit-geïnduceerde 
glucagonproductie een substantïele bijdrage levert aan het positieve effect van een 
hoog-eiwitdieet op het gewichtsbehoud na een periode van gewichtsverlies en de aan 
overgewicht-gerelateerde risicofactoren.  
